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ABSTRACT

Indonesia have high diversity of Amphibians. Amphibians have an important role in eco-
system and produce many bioactive peptides. However, the genetic information of amphibians from
Indonesia is very limited, especially Duttaphrynus melanostictus and Phrynoidis asper. The aims of
this study are to determine the nucleotide sequence of cytochrome oxidase I (COI) from D. melanos-
tictus and P. asper, to analyze their genetic diversity and their phylogenetic relationship. A total 668
base pairs of COI gene fragment were successfully amplified and their nucleotide sequence deter-
mined. P. asper (5 haplotypes) samples group have high haplotype diversity compared to D. mela-
nostictus (1 haplotype). The results of Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) to the NCBI and
BOLD database, showed 99 % - 100 % identity to sequence of D. melanostictus. For the sequence
of P. asper showed 99.23 % identity to sequence P. asper in BOLD database. There was no sequence
of COI gene of P. asper in NCBI database. Genetic relationship among species in family Bufonidae,
indicated that D. melanostictus has closer relation to P. asper than to another species, inspite of their
pharapyletic characteristic. For intern species relationship of D. melanostictus, the data showed that
D. melanostictus from Bogor have closer relationship to D. melanostictus from India than D. mela-
nostictus from China.
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ABSTRAK

Indonesia memiliki keanekaragaman amfibi yang tinggi. Amfibi memiliki peranan yang sa-
ngat penting dalam ekosistem dan dapat menghasilkan banyak peptida bioaktif yang bermanfaat
bagi manusia. Akan tetapi, informasi genetik dari amfibi asal Indonesia masih sangat minim, ter-
masuk jenis yang umum ditemukan di Indonesia yaitu D. melanostictus dan P. asper. Penelitian ini
bertujuan untuk menentukan sekuens gen sitokrom oksidase I (COI) dari D. melanostictus dan P.
asper, menganalisis keragaman genetik serta hubungan filogenetiknya. Total 668 pasang basa frag-
men gen COI berhasil diamplifikasi dan ditentukan urutan nukleotidanya. Kelompok sampel P. asper
memiliki keragaman haplotype (5 haplotype) yang lebih tinggi dibanding kelompok D. melanostictus
(1 haplotype). Hasil BLAST pada database NCBI dan BOLD sekuens D. melanostictus menunjukkan
kemiripan 99 % - 100 % dengan sekuens B. melanostitus. Sekuens P. asper memiliki kemiripan 99.23
% dengan sekuens P. asper pada BOLD system. Hubungan kekerabatan antar spesies dari famili Bu-
fonidae, menunjukkan D. melanostictus memiliki hubungan kekerabatan lebih dekat dengan P. asper
dibanding spesies lainnya, namun kedua spesies ini bersifat paraphyletik. Hubungan kekerabatan
intern spesies D. melanostictus, menunjukkan sampel D. melanostictus dari Bogor memiliki kekera-

batan yang lebih dekat dengan sekuens D. melanostictus dari India, dibandingkan dengan sekuens
dari China.

Kata kunci: kodok buduk, COI, filogenetik, keanekaragaman genetik

1. PENDAHULUAN genetik dari kodok dan katak asal Indonesia

masih sangat jarang.

Indonesia merupakan negara yang

memiliki keanekaragaman amfibi yang tinggi, Kodok dan katak memiliki peranan yang

sekitar 16 % spesies amfibi (dari 1100 spesies
di seluruh dunia) dapat ditemukan di Indonesia
(BAPPENAS 1993). Secara global, jumlah
populasi amfibi di dunia semakin menurun.
Beberapa faktor yang diduga menjadi penyebab
menurunnya jumlah amfibi di Indonesia yaitu
penangkapan berlebih (untuk dikonsumsi dan
diperdagangkan), hilangnya habitat, pence-
maran, penyakit, spesies introduksi dan juga
kecacatan (Kusrini 2007). Penurunan jumlah
amfibi ini akan menyebabkan hilangnya banyak
informasi ilmiah yang belum dikaji terkait am-
fibi asal Indonesia. Salah satu informasi penting
yang masih jarang ditemukan adalah informasi
genetik dari amfibi tersebut. Jika ditelusuri pada

database NCBI, jumlah sekuens atau informasi

sangat penting dalam ekosistem, diantaranya
yaitu sebagai pemangsa berbagai jenis serangga
dan beberapa hewan invertebrata (kontrol
keseimbangan ekosistem) serta menjadi salah
satu indikator kualitas lingkungan (Garcia-
Munoz et al. 2010). Selain itu, sekresi kulit
anura mengandung peptida bioaktif yang
bermanfaat sebagai antimikroba, antikanker
dan lainnya yang bermanfaat bagi kesehatan
manusia. Beberapa senyawa peptida dari lendir
anura yang memiliki aktifitas antimikroba
yaitu senyawa peptida dari kelompok aurin,
caerin, citropin, dahlein, maculatin, signiferin
dan uperin (Pukala et al. 2006). Xu dan Lai
(2015) merangkum seluruh peptida antimikroba
dari ampfibi (1900 AMPs) yang telah diteliti
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hingga tahun 2013 dan mengklasifikasikannya
berdasarkan strukturnya menjadi 100 famili
peptida.

Penelitian mengenai senyawa aktif dari
lendir anura telah banyak dilakukan (Artika et
al. 2015a, Artika et al. 2015b, Suhyana et al.
2015, Xu et al. 2015) dan banyak dijadikan
dasar dalam pengembangan obat berbasis
antimicrobial peptides (AMPs). Akan tetapi,
pengkajian mengenai sisi genetik dan biologi
molekuler dari kodok dan katak asal Indonesia
masih sangat jarang, termasuk famili Bufonidae
yang banyak tersebar di Indonesia. D.
melanostictus dan P. asper merupakan anggota
famili Bufonidae yang menarik untuk dikaji dari
sisi genetikanya. Kedua spesies ini memiliki
bentuk morfologi yang mirip, dengan kulit
berbintil kasar. Perbedaan mendasar terdapat
pada garis parental hitam pada bagian kepala.
Selain itu, habitat P. asper yaitu di area hutan
primer maupun sekunder yang dekat dengan
aliran sungai (Inger et al. 1974), sementara
D. melanostictus lebih menyukai area sekitar
permukiman manusia. D. melanostictus sangat
mudah beradaptasi dengan lingkungan baru,
sehingga jumlahnya relatif melimpah di sekitar
pemukiman manusia.

Dalam studi genetika, gen cytochrome
oxidase sub unit 1 (COI) merupakan gen penting
yang banyak dipelajari. Gen COI ini menyandi
protein penting sitokrom c¢ oksidase I yang ber-
peran dalam proses transfer elektron pada saat
sintesis Adenosine Triphosphate (ATP) dalam
mitokondria. Gen COI dilaporkan memiliki
potensi laju mutasi yang rendah dibandingkan
gen sitokrom b (Da Fonseska et al. 2008). Gen
sitokrom c¢ oksidase sub unit [ (COI) merupakan
DNA barcode (Hebert et al. 2003) yang biasa

digunakan sebagai acuan dalam identifikasi

56

genetik. Gen COI juga banyak digunakan dalam
analisis pohon filogenetik, keragaman genetik,
sejarah evolusi, maupun genetika populasi. Gen
ini berada dalam genom mitokondria (DNA
mitokondria). Beberapa keistimewaan DNA
mitokondria yaitu diturunkan berdasarkan garis
keturunan tetua betina, memiliki laju mutasi
yang relatif lebih tinggi dibanding dengan DNA
inti (Brown et al. 1979), memiliki genom yang
relatif pendek sehingga mudah untuk dipelajari
(Solihin 1994).

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji
sisi genetik dari D. melanostictus dan P. asper
yang berupa urutan nukleotida gen COI,
keanekaragaman genetik, identifikasi genetik,
hubungan kekerabatannya dengan spesies
lain dan hubungan kekerabatan intern spesies
yang berasal dari lokasi yang berbeda. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi ilmiah yang dapat dimanfaatkan
dalam konservasi genetik, sistematika dan

pengelolaan sumberdaya alam.

2. METODOLOGI

Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel D. melanostictus
dilakukan pada malam hari dengan menangkap
langsung di habitatnya yaitu di sekitar gedung
kampus IPB Dramaga, Bogor dan untuk sam-
pel P asper ditangkap dari kebun percobaan
Cikabayan kampus IPB, Dramaga, Bogor.
Identifikasi morfologi, dilakukan oleh ahli
herpetofauna (Dr. Mirza D. Kusrini), Departe-
men Konservasi Sumberdaya Hutan dan

Ekowisata.
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Isolasi DNA dan Amplifikasi

DNA genom diisolasi dari sampel
jaringan yang berasal dari ujung jari kaki de-
ngan menggunakan DNAeasy Blood and Tissue
Kit Qiagen. Fragmen gen COI diamplifikasi
menggunakan mesin PCR (Applied Biosystem)
dengan Chmf4 (5’-TYTCWACW
AAYCAYAAAGAYATCGG-3’) dan Chmr4
(5’-ACYTCRGGRTGRCC  RAARAATCA-
3’) (Chee et al. 2011, Arian et al. 2016). Profil
suhu yang digunakan dalam PCR adalah 95 °C

selama 5 menit, denaturasi 94 °C selama 1 menit,

primer

annealing 50 °C selama 1 menit, extention 72 °C
selama 1 menit, dan extention akhir 72 °C selama
10 menit, jumlah siklus yang digunakan yaitu
35 siklus. Hasil PCR divisualisasikan dengan
elektroforesis gel agarose 1.5 %, buffer TBE 1x,
pewarna gel red dan marker 100 bp DNA lad-
der (Biolabs Inc.). Sekuensing DNA dilakukan
oleh PT. Genetika Science, Jakarta.

Analisis Data
Sekuens forward dan reverse dipasti-
mencocokkan

kan kebenarannya dengan

urutan nukleotida dengan elektroforegramnya

DM2 DM3 DM4 DM5

700-800 bp

DM6é DM7 DM8 DMS M

menggunakan program MEGA 5 kemudian
disejajarkan dengan menggunakan ClustalW.
Identifikasi spesies secara genetik dilakukan
dengan Basic Local Search Alignment Tools
(BLAST) pada server NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast) dan BOLD (barcode
of life database). Untuk memperoleh sekuens
dari taxa yang memiliki kekerabatan terdekat
dengan sekuens sampel dilakukan MOLE-
BLAST. Deduksi

dilakukan dengan menggunakan kode genetik

asam amino gen COI

mitokondria vertebrata yang tersedia pada
software MEGA 5. Pohon filogenetik dibuat
dengan menggunakan dua metode: Neighbor
Joining (NJ) dan Maximum Likelihood (ML)
menggunakan MEGA 5 (Tamura et al. 2011).
Model tes digunakan untuk mengetahui model
substitusi yang paling sesuai dengan dataset
yang digunakan (Nei & Kumar et al. 2000).
Metode bootstrap dengan 1000 replikasi di-
gunakan untuk mensupport setiap percabangan
yang terbentuk pada pohon filogenetik (Nei &
Kumar et al. 2000). Jarak genetik dikalkulasikan
dengan menggunakan metode pairwise distance
(p-distance).

PA1 PA2 PA3 PA4 PAS5 PA6 PA7T PA8 BA9 ()

700-800 bp

Gambar 1 Hasil elektroforesis amplikon gen COI dari D. melanostictus (kode DM) dan P. asper (kode PA),

dengan marker (kode M)
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3. Hasil

Amplikon Gen COI

Hasil amplifikasi gen COI dari 18 sampel
D. melanostictus dan P. asper menggunakan
primer universal COI untuk amfibi (ChmF4 dan
ChmR4, Che et al. 2011) menunjukkan pita DNA
pada gel agarose dengan panjang sekitar 700-
900 pasang basa (Gambar 1). Konsentrasi DNA
hasil amplifikasi sangat tinggi, yang terlihat dari
kecerahan pita DNA yang dibandingkan dengan
Konsentrasi

kecerahan pita DNA marker.
amplikon diperkirakan lebih dari 100 ng/uL.

Urutan Nukleotida Fragmen Gen COI
Sepanjang 668 pasang basa DNA
fragmen gen COI dari D. melanostictus dan P.
asper berhasil ditentukan urutan nukleotidanya.
Sembilan

sampel D. melanostictus dapat

haplotype
dan untuk sampel P. asper terbagi menjadi

dikelompokkan  menjadi  satu
lima haplotype (Tabel 1). Keanekaragaman
haplotype dari P. asper lebih tinggi dari pada
D. melaonstictus. Hasil pensejajaran sekuens
dari sampel D. melanostictus tidak ditemukan
adanya titik polimorfisme. Untuk sampel P.
asper ditemukan adanya 12 titik polimorfisme
(Tabel 2).

Tabel 1 Daftar Haplotype dari sampel D. melanostictus dan P. asper

No Spesies Haplotype Kode Sampel
1 D. melanostictus Haplotype 1 DMI1 - DM9
2 P asper Haplotype 2 PAI
Haplotype 3 PA2, PA9
Haplotype 4 PA3, PA4, PA9
Haplotype 5 PAS
Haplotype 6 PAG6, PA7

Tabel 2 Posisi titik polimorfisme dari sample P. asper

Posisi Polimorfisme

No Sampel

210 222 255 381 390 555 588 636
1 PA1 A C C A C G G G
2 PA2 . T T G T A A
3 PA3 T
4 PA4 T
5 PAS . . . . T . . A
6 PA6 C T T G T A A
7 PA7 C T T G T A A
8 PAS8 . . . . T . .
9 PA9 . T T G T A A .
Tenis Mutasi Tv Ts Ts Ts Ts Ts Ts Ts
Syn Syn Syn Syn Syn Syn Syn Syn

Catatan : Tidak ditemukan titik polimorfisme dari kelompok sampel D. melanostictus, Tv (Transversi), Ts

(Transisi), Syn (synonymous), NS (non-synonymous).

58



Dailami - Analisis Filogenetik Gen COI Kodok Buduk

Tabel 3 Hasil BLAST pada database NCBI dan BOLD

BLAST NCBI
No Haplotype — -
Kemiripan Spesies Kode Akses
1 Haplotype 1 99 % B. melanostictus AJ584640.1
2 Haplotype 2 84 % B. campbelli JN867958.1
3 Haplotype 3 84 % B. campbelli IN867958.1
4 Haplotype 4 84 % B. campbelli IN867958.1
5 Haplotype 5 84 % B. campbelli IJN867958.1
6 Haplotype 6 84 % B. campbelli IN867958.1
BLAST BOLD SYSTEM
No Haplotype — -
Kemiripan Spesies Kode Akses
1 Haplotype 1 100 % Duttaphrynus melanostictus N/A
2 Haplotype 2 99.23 % P. asper N/A
3 Haplotype 3 99.23 % P asper N/A
4 Haplotype 4 99.23 % P. asper N/A
5 Haplotype 5 99.23 % P asper N/A
6 Haplotype 6 99.23 % P. asper N/A

Hasil BLAST (Tabel 3) pada database
gene bank (NCBI) menunjukkan sekuens dari
sampel D. melanostictus 1 sampai 9 identik
dengan sekuens Bufo melanostictus (kode akses
AJ584640.1) dengan tingkat kemiripan menca-
pai 99 %. Untuk sampel P. asper, menunjukkan
kemiripan tertinggi (84%) dengan sekuens B.
campbelli (kode akses IN867958.1). Identifikasi
dengan menggunakan database BOLD System
(Barcoding of Life Database, http://www.
boldsystems.org/) menunjukkan bahwa sampel
D. melanostictus 1identik dengan sekuens
Duttaphrynus melanostictus dengan kemiripan
100 %, dan untuk sampel P asper identik
dengan sekuens P asper dengan kemiripan
99.23 %. Akan tetapi kedua sekuens yang mirip
tersebut, tidak bisa diakses maupun di download
datanya, sehingga tidak bisa digunakan sebagai

pembanding dalam pembuatan filogenetik.

Analisis Filogenetik
Diperoleh sebanyak 112 sekuens hasil
MOLE-BLAST dari NCBI dengan perbedaan

maksimal perbedaan 0.75 yang selanjutnya di
dipilih 39 sekuens dari Bufonidae (termasuk 18
sekuens sampel penelitian ini) dan juga diambil
4 sekuens dari famili lain yang masih memiliki
kemiripan sangat tinggi (hasil MOLE-BLAST)
dan satu sekuens dari famili lain yang berkerabat
jauh. Sekuens dari famili lain digunakan sebagai

out group.

Pohon filogenetik berdasarkan metode
Neighbor Joining (NJ) dan model substitusi
standar yaitu Kimura 2 Parameter digunakan
dalam analisis filogenetik. Metode bootstrap
dengan 1000 replikasi digunakan sebagai
parameter untuk menguji pohon filogenetik yang
dihasilkan dengan metode NJ dan Maximum
Likelihood (ML). Hasil pohon filogenetik
dengan nilai bootstrap dari metode NJ dan ML
disajikan pada Gambar 2 dan jarak genetiknya
(Genetic Distance) disajikan pada Tabel 4. Se-
lain itu, analisis pohon filogenetik dari kelom-

pok D. melanostictus dengan perbandingan data
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GeneBank yang berasal dari beberapa negara

yang berbeda disajikan pada Gambar 3 dan jarak

4. PEMBAHASAN

Fragmen gen COI dari semua sampel

genetiknya pada Tabel 5. penelitian ini dapat dengan mudah diamplifi-

kasi dengan menggunakan primer universal
COI untuk amfibi. Panjang amplikon yang diper-
oleh relatif bervariasi antara 700-900 pasang

basa. Hal ini menunjukkan kurang spesifiknya

D, melanostictus |
D. melanostictus 2
D. melanostictus 3
D. melanostictus 4
D. melanostictus 5
D. melanostictus 6

D. melanosticius 7
1004100

0. melanostictus 8

D. melanastictus 9
G9/100

L 44843547 _B. melanosticius
1001100 | 46981593 B. melanostictus

L347015315_B. melanosticius

365767983 _C. chompipe

10000 [156788254_B. americanus

L 156788226 _B. americanus

P. asper 2

P. asper 9

5351

P. asper 6

wonoo | P asper 7

F. asper |
P. asper 3
P. asper 4
P, asper 5
P. asper 8
365768027 B. occidentalis
100/100 I.?ﬁ.i? 68043 _B. tutelarius
365768041 B. tutelarius
363768011 _B. macrocristatus
65767973 _B. campbelli
20755 365767975 _B. campbelli
365767971 B. campbelli
365767977 _B. campbelli
459937756 Leptodactyvlus longirostris
627759597 Adenomera_andreae
100/100 (09181407 _Osteocephalus_verruciger

1409181459 _Osteocephalus_verruciger
270486175 Xenopus laevis

7381

100100

99/100

[ I—

0.02 Bootsirapt : NJ/ML

Gambar 2 Pohon filogenetik dengan metode Neighbour joining dan Maximum likelihood (angka disetiap percabangan
adalah nilai Bootstrapt: Neighbor Joining /Maximum Likelihood)
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55/63

99/97

100/100

f———{ g : NJ/ML
0.01 ootstrap : NJ/

D. melanostictus 1
D. melanostictus 2
D. melanostictus 3
D. melanostictus 4
D. melanostictus 5
D. melanostictus 6
D. melanostictus 7
D. melanostictus 8
D. melanostictus 9
L 44843547 AJ584640_B. melanostictus Tidak ada informasi
146345545 _EF577515_B. melanostictus
66/64‘1_‘ 157955942 EU104678_D. melanostictus
7171 157955944 _EU104679_D. melanostictus
270063586 _GUI136118.1 B. melanostictus
gsfg?L 146345541 EF577513.1 B. melanostictus
72174 170676262 _EUS523741.1_B. melanostictus
347596309 _JN700876.1_B. melanostictus
6981593 AY458592.1 B. melanostictus

4
100/100
WL347015315_HQ844993_B. melanostictus

Bogor

India

Westernghat, India
India

Westernghat, India

China

Gambar 3 Filogenetik kelompok D. melanostictus asal bogor dengan sekuens GeneBank dengan asal lokasi yang ber-

beda-beda

daerah penempelan primer pada DNA template
dari setiap individu, sehingga produk amplikon
yang diperoleh memiliki panjang pasang
basa yang berbeda-beda. Akan tetapi, hasil
sekuensing menunjukkan bahwa daerah target
amplifikasi dari setiap individu adalah fragmen
gen yang sama yaitu fragmen gen COI. Selain
itu, spesifitas dari primer yang digunakan sangat
berkaitan erat dengan sifat universal dari primer
ini yang ditujukan untuk dapat mengamplifikasi
fragmen gen COI dari berbagai spesies amfibi
(Che et al. 2011).

Konsentrasi DNA amplikon akan sangat
berpengaruh pada hasil sekuensing. Konsentrasi
DNA yang disyaratkan dari setiap penyedia jasa
sekuensing sangat bervariasi, namun umumnya

meminta konsentrasi diatas 100 ng. Berdasarkan

kecerahan pita DNA sampel yang dibandingkan
dengan kecerahan pita DNA marker (sesuai
protokol  produsen), dapat diprediksikan
konsentrasi DNA amplikon yang diperoleh
adalah lebih dari 97 ng (produk information).
Hal ini didasarkan pada kecerahan pita ke 5
dan 10 dari DNA marker yang menunjukkan
konsentrasi 97 ng (Sambrock et al. 1989),
sementara pita DNA sampel, jauh lebih cerah
jika dibandingkan DNA marker. Konsentrasi
amplikon ini lebih dari cukup untuk dapat
digunakan pada proses sekuensing.

Keragaman haplotype dari P. asper
lebih tinggi dari pada keragaman haplotype
dari D. melanostictus. Hanya ditemukan
satu haplotype dari sembilan individu D.

melanostictus yang diambil dari sekitar kampus
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Tabel 4 Jarak genetik D. melanostictus dan P. asper dengan data GeneBank

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 D. melanostictus
0.211-
2 P asper 0214
. 0.136-  0.250-
3 B. melanostictus NCBI 0.140 0253
. . 0.197-
4  B.occidentalis 0.23 0.199 0.27
. 0.198-  0.242-
5  B.tutelarius 0.224 0201 0243 0.168
. 0.196-
6  B.macrocristatus 0.24 0.198 0.237 0.16 0.06
. 0.236- 0.191- 0.244- 0.160- 0.063-
7 B.campbelli 0239 0.195 0247 0164 0067 0023
. 0.228- 0.200-
8  C._chompipe 0.215 0235 0.221 0.208 0.198 0.21 0.204
. 0.226- 0.214- 0.238- 0.190- 0.298-  0.179-
9 B.americanus 0231 0219 0245 %191 gqo4 0213 5503 0183

Tabel 5 Jarak genetik antara kelompok D. melanostictus Bogor dengan data GeneBank

1 2 3 4 5
1 DM Bogor clade 1
2 BM_unknown_clade 1 0.006
3 BM India_clade 2 0.002-0.004  0.009-0.011
4 BM_ westernghat India clade 3 0.022 0.029 0.020-0.022
5 BM_China clade 4 0.130-0.143  0.135-0.148  0.133-0.146  0.119-0.130

IPB. Tingkat keragaman haplotype yang rendah
ini menunjukkan bahwa gen COI dari D.
melanostictus sangat conserved, yakni relatif sta-
bil dari satu generasi ke generasi berikutnya. Gen
COI merupakan gen yang memiliki laju mutasi
sangatrendah (DaFonseskaeral.2008), sehingga
variasi genetik dari gen ini sangat sedikit. Selain
itu, juga dimungkinkan sembilan sampel yang
digunakan dalam penelitian ini masih berada
dalam satu jalur keturunan betina. Sifat dari gen
COI yang merupakan salah satu gen dari genom
mitokondria adalah diturunkan hanya dari garis
keturunan betina tanpa adanya hibridisasi dari
genom mitokondria pejantan (Hutchison et al.

1974). Populasi P. asper yang dikoleksi dari
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arboretum IPB, memiliki keragaman haplotype
yang tinggi, dimana ditemukan 5 haplotype
dari sembilan sampel yang dikoleksi. Hal ini
berbeda dengan kergamanan haplotype dari gen
penyandi histone H2A, dari sampel yang sama,
D. melanostictus memiliki keragaman haplotype
yang lebih tinggi (dua haplotype dari sembilan
sampel) (Dailami et al. 2016).

Sebanyak delapan titik polimorfisme
yang ditemukan berupa mutasi titik yang
bersifat synonymous, yaitu mutasi yang tidak
menyebabkan terjadinya perubahan asam
amino yang disandinya. Hal ini dikarenakan,
satu jenis asam amino memiliki beberapa jenis

kodon, sehingga terjadinya mutasi pada posisi
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kodon ke tiga memiliki peluang yang sangat
kecil untuk dapat merubah asam amino yang
disandinya. Jika ditinjau dari jenis basa purin
dan pirimidinnya, dari delapan mutasi titik
tersebut, tujuh diantaranya berupa mutasi transisi
dan hanya satu yang berupa mutasi transversi.
Mutasi transisi ini terlihat pada posisi nukleotida
nomor 222, 255, 381, 390, 555, 588, 636 yang
kesemuanya terjadi mutasi dari nukleotida
yang memiliki basa purin menjadi nukleotida
yang memiliki basa purin atau dari pirimidin ke
pirimidin. Sedangkan untuk mutasi pada posisi
210, terjadi mutasi dari basa A (purin) menjadi C
(pirimidin) sehingga mutasi ini disebut sebagai
mutasi transversi.

Pohon filogenetik menunjukkan bahwa
semua spesies dari famili Bufonidae yang
digunakan dalam pohon ini, berada dalam satu
clade besar atau bersifat monofiletik. Semua
sampel D. melanostictus berada dalam satu
clade terpisah dari spesies lain dari famili
Bufonidae, demikian juga dengan P. asper.
Pada clade D. melanostictus, terbagi menjadi
dua clade kecil yang teripsah dengan sangat
jelas dengan support bootstrapt 99 % dan 100
% untuk NJ dan ML. Pemisahan ini terjadi
dikarenakan adanya perbedaan geografi dari
sampel yang digunakan dengan sekuens dari
GeneBank. Sampel D. melanostictus asal
kampus IPB (Indonesia) memiliki kekerabatan
yang lebih dekat dengan data GeneBank dengan
kode 44843547 dibandingkan dengan sekuens
dengan kode 46981593 dan 347015315. Oleh
karenanya, perlu dilakukan analisis hubungan
filogenetik dari sampel D. melanostictus dari
kampus IPB dengan sekuens dari lokasi lain
yang ada di GeneBank.

Berdasarkan jarak genetiknya, D.

melanostictus dari Bogor memiliki jarak genetik

terhadap C. chompipe, B. americanus dan P.asper
masing-masing 0. 215, 0.226-0.231 dan 0.211-
0.214. Hal ini berarti bahwa D. melanostictus
memiliki kekerabatan yang lebih dekat terhadap
P asper dibandingkan terhadap C. chompipe
(2006)

memisahkan ketiga spesies (D. melanostictus,

dan B. americanus. Frost et al.
P asper dan B. americanus) menjadi tiga
genus yang berbeda, yaitu genus Duttaphrynus,
Phyrinoidis, dan Anaxyrus. Sedangkan untuk
Crepidophyrene chompipe, baru dideskripsikan
pada tahun 2007, sehingga tidak termasuk dalam
pengelompokkan yang dilakukan oleh Frost et
al. (2006). Meskipun D. melanostictus dan P.
asper memiliki kekerabatan yang lebih dekat,
namun kedua spesies ini bersifat paraphyletic.
Hal ini sesuai dengan pendapat Graybeal (1997)
yang menyatakan bahwa kedua spesies tersebut
adalah paraphyletic berdasarkan gen 12S, 168,
Cytochrome b dan c-mos (n-DNA).

Pada clade selanjutnya, terlihat bahwa
B. occidentalis, B. tutelaris, B. macrocristatus,
dan B. campbelly berada dalam satu clade yang
sama atau bersifat monophyletic. Jarak genetik
dari B. occidentalis terhadap B. tutelaris, B.
dan B. campbelly masing-
masing yaitu 0.168, 0.160 dan 0.160-0.164.

Pada penamaan baru, keempat spesies tersebut

macrocristatus,

dikelompokkan dalam satu genus Cranopsis
(Frost et al. 2006). Jarak genetik dari empat
spesies ini yang masih berada dalam satu genus,
jauh lebih kecil jika dibandingkan 4 spesies (D.
melanostictus, C. chompipe, B. americanus dan
P asper) yang berasal dari empat genus yang
berbeda. Dari beberapa informasi tersebut,
terlihat bahwa, pohon filogenetik dari beberapa
spesies dalam family Bufonidae yang dibangun
gen COl,

memiliki hubungan genetik yang sesuai dengan

dengan menggunakan sekuens
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klasifikasi yang dilakukan berdasarkan data
morfologi dan kombinasi antara gen 16S, 128
dan Cytochrome b (Frost et al. 2006). Oleh
karenanya, dapat dikatakan bahwa, gen COI dari
famili Bufonidae, dapat mewakili ketiga gen
di atas untuk menjelaskan sejarah evolusi atau
hubungan kekerabatan dari anggota Bufonidae
sampai taraf spesies. Akan tetapi, sedikitnya
sekuens COI yang tersedia pada data GeneBank,
menyebabkna analisis filogenetik dari seluruh
spesies anggota famili Bufonidae, belum dapat
dilakukan. Sehingga perlu dilakukan sekuensing
dari gen COI dari spesies lain dalam famili
Bufonidae dan dibandingkan dengan data gen
lain yang ada di GeneBank.

Pohon Filogenetik dari kelompok D.
melanostictus asal kampus IPB dengan sekuens
dari lokasi lain, menunjukkan adanya 4 clade
yang berbeda. Clade pertama merupakan
kelompok D. melanostictus dari Bogor dengan
satu sekuens dari genebank, namun sekuens
tidak  diketahui asal

Berdasarkan pohon filogenetik tersebut, terlihat

tersebut lokasinya.
bahwa, sekuens D. melanostictus dari Bogor
memiliki hubungan kekerabatan yang lebih
dekat dengan sekuens yang berasal dari India,
dibandingkan dengan sekuens yang berasal
dari China. Jarak genetik antara sampel dari
Bogor dengan sekuens dari India (clade 2)
yaitu antara 0.002-0.004. Nilai ini sangat kecil
jika dibandingkan dengan jarak antara sampel
Bogor dengan sekuens China yang mencapai
0.130-0.143. Hal ini menunjukkan adanya aliran
genetik (genetic driff) antara D. melanostictus
asal Bogor dan India. Ada kemungkinan bahwa
D. melanostictus Bogor merupakan hasil
introduksi dari India. Hal ini didasarkan pada
hipotesis Zhang et al. (2005) yang menyatakan

bahwa, asal muasal dari penyebaran anura yaitu
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dari Afrika dan India pada masa Triassic sampai
pada awal masa Jurassic (160-240 juta tahun

yang lalu).
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